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|. A kutatas elé6zményei

A szennyviztisztitds technoldgiai 1épéseit jelenleg hdrom 4ltalanosan elterjedt fokozatba
soroljuk. Az I. fokozat a mechanikai tisztitas, amelynek soran elsdsorban a durva, nem oldott
szennyezbdéseket tavolitjak el. A 1l. fokozat a biologiai tisztitas, amelynek soran a
megmaradd lebegdé szerves anyagnak, valamint az oldott és kolloidalis szerves
szennyezoknek a lebontasa, biolégiai transzformacioja zajlik. Ennek két alapvet6 formaja a
szuszpendalt (eleveniszapos) ¢és a fixagyas (,,biofilmes”) rendszer. A 1ll. fokozat fizikai-
kémiai, illetve biologiai utokezelési technologiak halmaza (Tchobanoglous et al. 2014). A
szerves mikroszennyezok (antibiotikumok, novényvédd szerek, stb.) a hagyomanyos
szennyviztisztitasi eljardsokkal nem, vagy csak részben tdvolithatok el a szennyvizbdl. A V.
fejlodoé nagyhatékonysagu oxidacios eljarasok (Advanced Oxidation Process, AOP) igéretes
modszereket jelentenek, amelyek kiilonb6z6 in situ gyokgeneralasi folyamatokon keresztiil
eldallitott szabadgyokok, erds oxidaloszerek segitségével roncsoljak a szerves molekulékat,
ezzel elésegitve degradaciojukat. A gyakorlatban legelterjedtebb jelenleg az 6zonos kezelés.

gyorsitott elektronok) alkalmaz6é modszerek is (Wang et al. 2022).

A hagyomanyos, metabolikus biologiai lebomlasi folyamat soran a szerves molekulak a
mikroorganizmusok szamara novekedési szubsztratként szolgéalnak a sejtek novekedéséhez €s
a szaporodashoz, masrészt ezek indukaljak az enzimek anyagcsere folyamatait. A
mikroszennyezdk, igy a gyogyszermaradvanyok jelentds része nem képes egyediili szén-
vagy energiaforrasoként, azaz novekedési szubsztratként funkcionalni (Tran et al. 2013).
Az enzimek szubsztratkotd helye gyakran ,,16ty6g”, vagyis nem koti kémiailag szorosan a
szubsztratot, igy hasonld kémia karakterti vegyiileteknek lehetdsége nyilik arra, hogy alternativ
szubsztratként kotddjenek az enzimen. A kometabolizmus jelensége ezen alapul. Egy olyan
véletlenszerli folyamat, amikor az enzim tulajdonképpen hibazik, elvéti a természetes
szubsztratjat. Az idegen szubsztratot (koszubsztrat) hasznositani nem tudja a sejt, de az
enzim egy kémiai miiveletet végrehajt rajta. Ehhez a folyamathoz azonban valamilyen
novekedési szubsztrat jelenléte elengedhetetlen, ami a hibat vétd enzim természetes
szubsztratja. Tehat a kometabolizmus olyan biotranszformécids folyamat, ahol az atalakitott

anyag sem energiatermelésre, sem sejtfelépitésre nem alkalmas (Hult és Berglund 2007).

A denitrifikalok baktériumok altal végzett heterotr6f kometabolizmus jelentdségét nem tartak

még fel teljes alapossaggal. A denitrifikald baktériumok funkcionalis halmazaba tartoznak a
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metilotrof baktériumok, amelyek metan-monooxigenaz (MMO) enzimének jelentésége a
kometabolizmusbhan mas teriileteken igazolt (Marialigeti 2013). A szennyviztisztashan
jelentoségiiket még nem tartak fel. Tovabba a szennyvizkezelésben a kometabolizmus
hatékonysaga, illetve elterjedtsége (a gyogyszerek kore, amelyek esetében miikodik) sem

tisztazott még.

A kevésbé kutatott denitrifikaciés kometabolizmus esetében elengedhetetlen a megfeleld
mennyiségli, konnyen hasznosithato szerves szubsztrat (rbKOI) jelenléte, amely a
szennyviztisztitd telepek jelentés hanyadaban nem all rendelkezésre (Tardy et al. 2012). Az
iszapkezelés részeként mikodd siritési és viztelenitési lépéseknél tobbféle csurgalékviz
keletkezik. Az anaerob kozegben (pl. rothasztok) zajlod hidrolizis soran sok egyszerii szerves
molekula (illosavak, volatile fatty acids VFA) képzoédik, amely konnyen fogyaszthaté a
denitrifikalok szamara. Ezek a savak nem kozvetleniil az oriasmolekulak (fehérjék, celluloz
stb.) enzimatikus bontdsabol szdrmaznak, hanem a lebontast végz0 biomassza
anyagcseretermékei (savképzddés). Nevezhetjiikk fermentacionak (erjedés) is a folyamatot. Az
illosav frakcié az tbKOI része, és olyan vegyiiletek alkotjak, mint az ecetsav, a propionsav, a
vajsav, valeriansav. Altalanossagban 2-6 szénatomszamu (C2-C6) molekuldk (Yuan et al.
2011). Nem kutatott teriilet a csurgalékvizek hasznositaisa a kometabolizmus

intenzifikalasara.

Az AOP miikodésiik soran szintén szolgaltatnak egyszerii szervesanyag forrast, igy segithetik
a heterotr6f kometabolizmust. A melléktermékek az alapvegyiilet szerkezetétdl fiiggden
valtoznak: aldehidek, alkoholok, karbonsavak/karboxilsavak, szervetlen vegyiiletek
(Nawrocki et al. 2003). Az AOP hatésa kettds. Egyrészt a gydgyszermolekulak szerkezetét
megbontjak, igy megfeleld dozis alkalmazasaval a molekuldkat hozzaférhetévé teszik a
mikroorganizmusok szamara, lehetdséget adva a biotranszforméciora (Taoufik et al. 2021,
Takacs et al. 2022). Emellett a kometabolizmushoz megfelelé rbKOI képzddik az alkalmazasuk
soran. Az AOP hatdsa a bioldgiai bonthatosagra a kutatok egy sziik csoportja altal vizsgalt

teriilet, de az AOP kometabolizmust intenzifikal6 hatiasaval még nem foglalkoznak.

Kéros melléktermékek is képzddnek az AOP miikodése soran. A legfontosabb talan a H20o,
amelybdl biotikus (kataldz enzim) és abiotikus bomlas soran szabadul fel oxigén. Ez utobbi az
oxigénkoncentracié mérésén alapul6 vizsgalatok eredményét meghamisitja (Lee et al. 2011). A
hibat, amelyet a hidrogén-peroxidbdl felszabadul6 oxigén okozhat az eredményekben
egyelére csak KOI méréseknél kutattak, a BOI vizsgalatokra és légzéstesztekre gyakorolt
hatasat még nem térképezték fel részletesen.
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1. Célkitiizések

A kutatdsaim soran a szennyviztisztitdsban a kometabolizmus intenzifikalasanak lehetdségeit
vizsgalom. Felmérem ennek a jelenségnek a rovid és hosszatava hatasait a

crer

hosszutaviiakat BOI mérések segitségével vizsgalom.

A kometabolizmus nitrifikald baktériumok esetében igazolt, és alaposan kutatott teriilet, ezért
én a mikrooganizmusok masik nagy csoportjara, a szervesanyagfogyasztdo baktériumokra
(heterotrof) fokuszalok. Koziiliikk kiemelten kezelem a szennyviztisztitasban kevésbé kutatott
csoportot, a metilotréf baktériumokat, amelyek a kiils6 forrasként metanollal taplalt

denitrifikal6 rendszerekben jelennek meg nagyobb szdmban.

A heterotr6f kometabolizmushoz szubsztratként foként egyszerli szerves vegylileteket
(szerves savak, alkoholok) hasznalok. A szennyviztisztitd rendszer kiilonb6z6 pontjain képz6do
csurgalékvizek jelentés VFA tartalmuknak koszonhetden megfeleld tamogatoi lehetnek a
kometabolizmusnak, ezért tobb csurgaléktipus (centrifuga csurgalék, gravitacios slritd
csurgalék), valamint az ugyancsak jelentés VFA-tartalma elGiilepitett szennyviz
kometabolizmusra gyakorolt hatasat tervezem tesztelni. A csurgalékvizeknél €s az el6iilepitett

szennyviznél ezek desztillatumat hasznalom, amely csak ill6sav komponenseket tartalmaz.

14 gyogyszervegyiileten keresztiil felmérem a kometabolizmus elterjedtségét (a gyogyszerek
kore, amelyek esetében milkodik) a szennyviztisztitisban, illetve a kometabolizmus

hatékonysagat diklofendk esetében (metilotrof biofilm).

Az AOP hatasat a biolégiai bonthatésagra tobb olyan gyogyszer esetében vizsgalom,

amelyek hianyoztak a szakirodalombdl (oxacillin, kloxacillin, tetraciklin és klortetraciklin). A

modellezéshez 0,5; 1; 2; 4 kGy dozisu y-radiolizist hasznalok. Az AOP kometabolizmust

intenzifikalé hatasat szulfametoxazol ¢s diklofendk (koszubsztratok) esetében tesztelem,
tobbféle szubsztrat adagolasa (ecetsav, metanol, etilén-glikol) mellett. Tervezem az AOP
alkalmazasa soran képzodé hidrogén-peroxid BOI vizsgalatokra és a légzéstesztekre

gyakorolt hatasanak felmérését, hiszen jelentdsen befolyasolhatjak a vizsgalatok eredményét.



I11. Vizsgalati modszerek

A kometabolizmus, illetve a y-radiolizissel modellezett AOP rovidtava hatasait a
hatasokat 5 napos biokémiai oxigénigény (BOIs) vizsgalatokkal ellendriztem. A 1égzéstesztek
¢s BOI-vizsgalatok soran bekodvetkez0 mennyiségi valtozast az oltéanyag biomasszaban az

Osszes heterotrof baktériumszam meghatarozasaval (MSZ EN 1SO 6222:2000) kovettem.

A vy-radiolizis kisérleteket az Izotop Intézet Kft. tulajdonaban 1évé SLL-01 tipusjelzési,
panorama tipusu, 1,8 PBq aktivitasi Co®® y—sugarforrassal végeztem, 0,1 mM-o0s
gyogyszeroldatokkal, 0,5; 1; 2; 4 kGy dozist alkalmazva, szobahdmérsékleten. A kezelés soran
képz6do hidrogén-peroxidot mangan(IV)-oxid (MnQO>) segitségével tavolitottam el.

A bioldgiai vizsgalatok (BOI, 1égzéstesztek) kiegészitéseként, az eredmények részletes
elemzéséhez kiilonbozo biologiai, fizikai és kémiai paramétereket hasznaltam. A szerves anyag
tartalom mindségi és mennyiségi valtozasat a y-radiolizis hatdsdra kémiai oxigénigény
vizsgalattal (KOI, MSZ ISO 6060:1991) és LiquiTOC (Elementar) elemanalizatorral végzett
teljes szerves széntartalom (Total Organic Carbon, TOC) méréssel kdvettem. A vizsgalatok
Osszes lebegbanyag tartalom (MSZ 260-3:1973) méréseket hasznaltam. Az oltdbanyagok
kozosségszerkezetét mikroszképos analizissel (Zeiss Jena mikroszkép) mértem fel. A
gyogyszerkoncentraciok nyomon kovetésére nagyhatékonysagi folyadékkromatografiat
(HPLC) hasznaltam, a méréseket a Balint Analitika Mérnoki Kutatd és Szolgaltatd Kft.

e

gazkromatografia (GC, Agilent 6890N tiptsu késziilék) segitségével mértem fel.

A minireaktoros kisérleteknél 1000 mL f6z6poharakban allitottam Ossze a méréssorozatot.
Az antibiotikum-rezisztencia valtozasat a y-radiolizis hatasara agar-diffizios teszttel
vizsgaltam, amelyhez a Staphylococcus aureus torzs (B.01755) a Mezdgazdasagi és Ipari

Mikroorganizmusok Nemzeti Gytiijteményébdl (NCAIM) szarmazott.

A kisérleteket a kovetkezd gyogyszerekkel végeztem: eritromicin, oxacillin, trimethoprim,
piperacillin, kloxacillin, oxitetraciklin, klortetraciklin, doxiciklin, szulfametoxazol, diclofenak,
ibuprofen, klofibrinsav, karbamazepin. Szubsztratként (GS = growth substrate) a kovetkezo
egyszerl szerves vegylileteket alkalmaztam: metanol, etanol, hangyasav, ecetsav, propionsav,

vajsav, valeriansav, kapronsav, tejsav, etilén-glikol.



IV. Uj tudomanyos eredmények

1. Kimutattam, hogy a légzéstesztekben hasznalt mikroorganizmusok szama (104 CFU
cm?) koriilbeliil két nagysagrenddel haladja meg a BOIs mérés kezdeti mikroorganizmus
szamat (10> CFU cm®), és ez a 3 Oras vizsgalat soran nem valtozik jelentésen. Ezzel
ellentétben az oOtnapos BOI mérés végén a mikroorganizmusok szama négy

nagysagrenddel nagyobb (10° CFU ¢cm) a kiindulasi allapoténal.

A légzéstesztek kiindulasi baktériumszama (a 22 °C-on névé heterotrof acrob baktériumok
szama) 6,4 x 10* CFU cm™ (72000 / 54000/ 66000 cm3; szoras 11,7%) nagysagrendet képvisel,
amely a 3 oras vizsgalatok alatt kimutathatoan nem véltozott 6,5 x 10* CFU cm™ (69000 /
71000/ 56000 cm; szoras 10,2%). A BOIs vizsgalatok kiindulasi baktériumszama 6,4 x 102
CFU cm™ (650 / 690 / 580 cm; szoras: 7,1%). Az 5 napos tesztek soran a baktériumok
felszaporodtak az elfogyasztott tapanyagon és 4,3 x 10® CFU cm™ (3,1 x 10°/3,9 x 10%/5,9 x

10° cm3; szoras: 27,4%) Osszesiraszammal zarul a vizsgalat. (1. kozlemény)

2. Kimutattam, hogy a y-radiolizis soran képz6éddé H20: a toxicitasan és a felszabadulé

oxigénen keresztiil torzitja a BOI-értékeket.

H>0: kétféleképpen torzitja a BOI értéket. Egyrészt a toxikus vegyiilet megnoveli a toleransabb
baktériumcsoportok novekedéséhez sziikséges adaptacidos idot. Masrészt a BOI érték
maximuma csokken, mert a hidrogén-peroxidbdl felszabadulé oxigén negativ hibat

eredményez, mivel az O-fogyasztas ellen hat. (2. kozlemény)

3. Igazoltam, hogy az eleveniszapos technologiaban a heterotrof kometabolizmus
jelentosen hozzajarul a szulfamethoxazol (SMX) és diklofenak (DCF) biologiai

lebontashoz.

Az értékelés alapja a kometabolikus 1égzés és a szubsztratlégzés hanyadosa, amely 1-nél
nagyobb érték esetén a kometabolizmus mitkodését igazolja. Ez a hdnyados az alkalmazott
szubsztrattol fliggden szulfametoxazolnal 2,41 — 10,75 és diclofendk esetében 1,29 — 18,22

kozotti érték volt. (3. kozlemény)

4. Igazoltam, hogy a kometabolizmus hatékonysaga szulfamethoxazol és diklofenak (mint

koszubsztrat) esetében a szubsztrat tipusatol fiigg

A kometabolikus 1égzés és a szubsztratlégzés hanyadosa az alkalmazott szubsztrattol fiiggden
valtozott. Szulfomethoxazol koszubsztrattal végzett kisérletek sordn ez a hanyados a

kovetkezOképpen alakult: valeriansav (10,75) > ecetsav (9,95) > vajsav (7,01) > kapronsav
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(4,90) > etanol (4,87) > etilén-glikol (3,68) > tejsav (3,39) > metanol (3,29) > propionsav (2,87)
> hangyasav (2,41). Diklofendk esetében: hangyasav (18,22) > ecetsav (7,35) > etilén-glikol
(6,43) > propionsav (4,31) > valeridnsav (2,67) > tejsav (2,54) > kapronsav (2,05) > vajsav
(1,97) > etanol (1,82) > metanol (1,29) (3. kozlemény)

5. Igazoltam, hogy kloxacillin, oxacillin, tetraciklin, klortetracilin és diklofenak esetében
a bioldgiai bonthatéosaga AOP Kkezelés (nagyenergiaju ionozalé sugarzas, radiolizis)

hatasara nagymértékben javul

Minden gyogyszernél jelentds 1égzésintenzitas (Oxygen Uptake Rate, OUR) novekedést értiink
el mar 0,5 kGy dozis alkalmazasaval (kloxacillin (CLX): 0,33; oxacillin (OXA): 0,24;
tetraciklin (TCN): 0,25; klértetraciklin (CTC): 0,24 mg O dm? 6ra’!), majd a dézissal egyiitt
novekedett az oxigénfogyasztas sebesség (OUR) értéke és 4 kGy értéknél érte el a maximumot
(CLX: 0,70; OXA: 0,53; TCN: 0,44; CTC: 0,69 mg O2 dm™ éra!). DCF esetében a 0,5 kGy

1

dozis nem, csak az 1 kGy jelentett valtozast: 0,14 mg O, dm™ o6ra! oxigénfogyasztas

novekedést mértiink. (3., 4. és 5. kdzlemény)

6. Kimutattam, hogy a szulfametoxazol és a diklofenak biolégiai bonthatosaga radiolizis
és kometabolizmus egyiittes alkalmazasakor hatékonyabb, mint amikor két modszert

kiilon-kiilon alkalmazzuk.

A kometabolizmus hatékonysagat a besugdarzas fokozza. A besugarzas nélkiili mintahoz
viszonyitott OUR (oxygen uptake rate) ndvekmény 0,5 kGy dozis esetében ecetsav, etilén-
glikol, metanol sorrendben; SMX: 0,42 (840%) — 0,88 - 2,24 mg O, dm™ 6ra’'; DCF: 0,20 —
1,37 — 0,60 mg O, dm? 6ra'). SMX esetében metanol mellett nem szignifikins a névekmény,

tehat a besugarzas nem minden esetben fokozta a kometabolizis hatékonysagat. (3. k6zlemény)



V. Az eredmények hasznositasi lehetosége

A kutatasaink soran igazoltuk, hogy a kometabolizmus valésziniileg nagyon elterjedt jelenség
a szennyviztisztitasi technologiaban. Ez a jelenség fokozhato belsd forrasokkal, dnmagéban a
szennyvizzel (mechanikailag tisztitott) is, és a kiilonb6zo eredetti csurgalékvizekkel. A kiilsé
forrasként adagolt egyszerl szerves vegyliletek (pl. metanol) ugyancsak hatékony eszkdzei az
intenzifikalasnak. Az AOP-k modellezésére gyakran haszndlt vy-radiolizis mind a
gyogyszermolekuldk bioldgiai lebontasat, mind a kometabolizmus hatékonysagat novelte.
A modszer gyakorlati alkalmazasa jelentdsen csokkentené a szennyviztelepek gyogyszer

hatdéanyag kibocsatasat, emellett a baktériumokat is elpusztitana.

Biologiailag csupan néhany mikroszennyezd, illetve gyogyszermolekula bonthaté csak
metabolikusan, azaz oly mddon, hogy az anyagcserében valoban felhasznalhatd (energia
formajaban, vagy szénként beépiilve). Ez ritka jelenség, nem jellemzd a szennyviztisztitd
rendszerek  mikroorganizmus-kozosségére.  Azonban a  gyogyszerek  tobbségének
molekulaszerkezete valdsziniileg véletlenszerli enzimreakciok (kometabolizmus) segitségével
hozzéaférhetd. Ez ugyan csak részleges oxidaciot jelent, és nem a molekula teljes lebontasat,

mégis elindulhat ezeknek a bonyolult szerkezeti molekuldknak a bioldgiai atalakulasa.

fgy komoly beruhdzasok nélkiil is tudunk tenni a mikroszennyezék eltavolitasaért, ha a
kometabolizmusban kozremiikddé baktériumcsoportokat (pl. nitrifikalok, metilotroéfok)
képesek vagyunk megdolgoztatni. Minél tobbszor végzi el ugyanazt a folyamatot egy enzim,
annal nagyobb a véletlenszerli reakciok (kometabolizmus) valoszinlisége. A nitrifikalo
baktériumokat hosszu tartdozkodéasi iddvel, a denitrifikdcidban is jeleskedd metilotrof
baktériumokat pedig metanoladagolassal vehetjiik ra a kometabolizmusra. Az eleveniszap
altalanossagban is képes erre egyszerli szerves savakban gazdag vizek (eldiilepitett szennyviz,

csurgalékvizek) hasznositasaval.

A nagyhatékonysagli oxidacios eljarasok bevezetése tobb szempontbdl kedvezd lehet a
megemelkedett koltségek ellenére is. A biologiailag nem vagy nehezen bonthatd szerves
molekuldk szerkezetét képesek megbontani, roncsolni az alkalmazott d6zistol fliggd mértékben.
A képz6dd egyszerli szerves és szervetlen molekuldk mér hasznosithatok a baktériumok
szamara, mindemellett a kometabolizmust is segitik, mert hajtomotorként szolgalnak olyan
enzimek miikddéséhez, amelyek véletlenszerien megvaltoztathatjdk a gydgyszermolekulak

szerkezetét.
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